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要 約
steprOcOccuS m口″ns MT8148株の菌体結合型グルコシルトランスフェラーゼ
(CA‐GTasc)遺伝子を低コピー数のクローニングベクターpMWl19を用い,
Escrlc五chia ttf DH5 α株を宿主としてクローニングした。まず,MT8148株精
製 CA―GTaseのアミノ末端のアミノ酸配列を決定し,その実験結果に基づいて
オリゴヌクレオチドプロープを作成し,サザンハイプリダイゼイシヨンによる
スクリーニングを行つた。CA―GTasc遺伝子を含む5.6 kbの挿入断片をもつ組
換えプラスミドpSK6を選択 し,この遺伝子産物 (組換え CA―GTasc)を
pMWH9由来のルcプロモーターによって発現させた。組換えCA―GTascはウ
ェスタンプロット分析の結果,分子量 162,000を示し,ウサギ抗 CA―GTasc抗
体と強力に反応した。また,この組換えタンパクは高いGTasc活性を示し,生
成されたグルカンのほとんどは非水溶性であった.一方,サザンプロット分析
の結果,pSK6に相同性を示す遺伝子が,制限酵素 SPc I,Sp力Iで切断した
MT8148株染色体DNA断片中にもう1つ認められた。そこで,MT8148株の
遺伝子ライブラリーからこの遺伝子をもつプラスミド(pSK16)を分離した。
pSK16の遺伝子産物はウサギ抗 CA‐GTase抗体に反応したが,そのGTasc活性
はpSK6の1/7と低かった。これらの結果およびpSK6,pSK16の挿入断片の制
限酵素地図により,MT8148株のCA‐GTase遺伝子はS.“υ″Лs GS-5株grB遺
伝子に,また,pSK16の挿入断片はGS-5株grFC遺伝子に極めて相同性の高い
ことが明らかになった。CttGTase遺伝子,メκ相当遺伝子(gκ`)に支配され
る各 GTaseタンパクとスクロース依存性付着 との関わりをみるため,CA―
GTasc遺伝子にエリスロマイシン耐性遺伝子cmf)を挿入して3種のGTa弱遺伝
子不活化株を作成した。これらの変異株は,いずれも強固なスクロース依存性付
着は示さなかったものの,Emr遺伝子断片の挿入によりCA―GTasc遺伝子を不活
化されたS2株は,同様にg`κ`遺伝子を不活化されたR4株よりも付着は有意に
高かった。本研究の結果,スクロース依存性付着には,CA―GTase遺伝子および
g自じ'遺伝子によって制御される2つのGTascの共存が不可欠であり,grだ′遺伝
子がより重要な役割を担っていることが示唆された。
は じめ に
ミュータンスレンサ球菌 (mutanS Streptococci,あるいは"Srrcprοεοccus
“
口
"ns"group)は
, ヒトや実験動物におけるう蝕の発生に主要な役割をはた
すことが明らかにされてきた。ミュータンスレンサ球菌のこのような病原性
はスクロース存在下で歯面へ強固に付着し,食餌中の様々な糖を発酵するこ
とによって酸を産生し,同菌が付着した歯面を強力に脱灰することによると
考えられる。これらのう蝕原性を担う重要なビルレンス因子の1つであり,
スクロースを基質としてグルカンを合成する酵素であるグルコシルトランス
フェラーゼ(gluCOSyltransferasc;以下GTaseと略)が,多くの研究者にとって大
きな関心の的となっている(HamadaとSlade,1980)。
ミュータンスレンサ球菌は当初,細胞壁多糖抗原の免疫化学的特異性に基
づいてaからめの8つの血清型に分類されたが,後にこれらは複数の菌種と
みなすべきであるとの細菌分類学上の見解が支持されるに至った。ヒトロ腔
あるいはう蝕病巣から分類される大部分の菌株はSreprOcοc us mυ″ns(血清型
c,c,f型がこれに属する)とSrcprOcοccus sめrttυs(血清型d,Dの2菌種であ
ることが日本および欧米各国の研究者によって明らかにされてきた(Locschc,
1986;浜田,1989)。ミュータンスレンサ球菌のGTaseに関する研究は,まず
S.sοbJ″usで進められた。血清型dの菌株 (Fukushimaら,1981;Kogaら,
1983)および血清型g(Shimamuraら,1983;Kogaら,1986b)では,各菌株の
培養上清からGTaseが分離,精製された。これらの研究の結果,S.sοbrfЛus
の産生するGTascとして非水溶性グルカン(insolublc glucan;IG)を合成する
GTasc(GTasc―I)と,水溶性グルカン(s01uble glucan;SG)を合成する2種の
GTasc(GTase―S)が分離された。さらに近年,S,sοレf″口sの産生する第3の
GTasc―Sが報告 された (Yamashitaら,1989)。スクロース存在下でのS.sO開―
Лus菌体の平滑面への強固な付着は,GTasc―IとGTasc―Sが適当な比率で協調
して作用することが必要であると報告 されている(Kogaら,1986b)。
一方,S.mυ″nsのGTaseについても,当初は,sοttβusと同様に培養上清
を出発材料 として研究が進められ,スクロースよりSGを合成する GTase―S
(MukaSaら,1986;Babaら,1983)やIGを合成する GTase―I(Kuramitsuと
Wondrack,1983;Mukasaら,1985)が精製され,それらの性状が検討 されてき
た。しかし,S.“J"nsのGTasc―Iは,sοbガ″usのそれと異なり,実際には菌
体表面に結合して存在することが明らかにされた。この菌体結合型 (cell―assO_
ciated,以下CA)GTascの可溶化は,高濃度の尿素を用いると容易に達成され
ることが見い出された.そこで,S.“υ"ns MT8148株(血清
型 のの培養菌体
を8M尿素で処理するとCA―GTaseが効果的に抽出され,同抽出物を陰イォ
ン交換クロマ トグラフイーおよびヒドロキシアパタイ トクロマ トグラフィー
を用いて純化すると,156 kDaのCA―GTaseタンパクが得られた。このCA―
GTaseによって合成された全グルカン量の98.3%をIGが占めると報告されて
いる(Hamadaら,1989)。ついで,他のグループにおいてもSDSとTritOn X―
looを用いてS.mυ″ns lngbritt株(血清型c)菌体よりGTasc―Iを可溶化し,同
酵素を分離している(MukaSaら,1989)。CA―GTascを欠落したS.m口
“
nsの突
然変異株はスクロース依存性平滑面付着能を失い,ラットにおけるう蝕誘発
能も著しく低下する(南,1991)ことから,CA―GTascはS.mυ"nsの
病原性に深
く関わつていると考えられる。
最近の遺伝子組換え技術の発展に助けられて,主としてKuramiSuらのグル
ープによりS.“JttnsのいくつかのGTascタンパクを支配する遺伝子が分離さ
れ,その性状が比較,検討されてきた(Aokiら,1986;Pucciら,1987;Hanada
と Kuramitsu,1988,1989)。最初のGTasc遺伝子として,S.“口″″sGS-5株よ
りGTasc―Iを支配する遺伝子であるgrfBがクローニングされた(Aokiら,
1986)。このgrお遺伝子は,"培養上清 "から精製したIG合成 GTaseである
GTasc―A(KuramisuとIngcrs011,1976)をウサギに免疫して得た抗血清を用いた
イムノスクリーニングによって分離されたものである。ついで,grfB遺伝子
のヌクレオチ ドシークエンスが決定され,この遺伝子のすぐ下流にgr3と相
同性を示すもう1つの遺伝子の存在が示唆された(ShirOZaら,1987)。そこ
で,この遺伝子をクローニングし,grFCと命名 した(HanadaとKuramitsu,
1988)。このgκ遺伝子はIGおよびSG双方を合成するGTascタンパクを支
配しており,ヌクレオチドシークエンスの結果 (Uedaら,1988)より,grB遺
伝子とは構造遺伝子の中央領域で非常に高い相同性を示すことが明らかにな
った。 さらに3番目のgr遺伝子として,GTasc―Sを支配するびの遺伝子がク
ローニングされはanadaとKuramiもu,1989),続いて同遺伝子のヌクレオチド
シークエンスが決定された(Hondaら,1990)。
しかし,3m口"nsのGTasc―Iに関して酵素化学的研究と分子生物学的研究
は互いに独立して行われており,遺伝子とその遺伝子が支配するタンパクと
の関係はいまなお明らかにされていない。そこで,本研究では S.rnurans
MT8148株CA―GTase遺伝子のクローニングを行い,得られた遺伝子をGS-5
株gr遺伝子と比較するとともに,大腸菌に発現させた組換えGTascの性状に
ついても検討を加えた。さらに,CA―GTase遺伝子にエリスロマイシン耐性遺
伝子を挿入することで同酵素活性を失活させた変異株を作成し,これらの変
異株のスクロース依存性付着能についても調べた。
材料 と方 法
1.供試菌株と培養条件
srcPrOcOccuS"口″Лs MT8148株(血清 型 c)は,brttn heart infusion(BⅢ;Difco
Laboratories,Dctroit,Mich.,USA)液体 培 地 TTY液体 培 地 (HamadaとTOrii,
1978)また は mitis―al市arius寒天 培 地 (MS agar:Difco)で静 置 培 養 した 。
表1 菌株およびプラスミド
菌株あるいは
プラスミド 特徴a) 出来
sreprOcoccυS mυレ郎
MT8148  血清型 c
pSK8
pSK14
pSK16
EscheJc力ねcο″
DH5 α    suplИ4,△racIIA69(φ80ねc`クヽM15),力sdR17,recAl,
"dAl,g/A96,“il,rerAlJM109  rccAl,endAl,gyrA96,ぬ■1,力sdR17,sψ]4,d41,
△ (″C‐prOABD/F[如D36,proA」け,racrq,ねczAM15]
MT8148株由来,染色体上の CA‐GTasc遺伝子の
Mru IサィトにEmr遺伝子が挿入されている,CA―GTasc‐
MT8148株由来,染色体上のgrFC'遺伝子の
Mr」IサィトにEmr遺伝子が挿入されている,GTFC'‐,
errC'遺伝子組換えGTaso
MT8148株由来,染色体上のCA‐GTase,gLC'遺伝子に
わた りEmr遺伝子が挿入 されている,CA‐G■se‐,GTFC'‐
Apr,pSK6のMra IサィトにEmr遺伝子を挿入したもの,o本研究
Apr,MT8148株grFC'遺伝子を含むSpeI,シH断片を  本研究
pMWH9に挿入したもの,c)
Apr,pSK14よりgrC'遺伝子を含むKpn I,シカI断片を 本研究
pMWH8に挿入したもの,c)
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本研究
本研究
本研究
Life Technologies,Inc.
Yanisch‐Pcrronら(1985)
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プラスミド
pMWH8  Apr,McS,c)                      ニツポンジーン
pMWH9  Apr,McS,c)                    ニツポンジーン
pSP73   Apr,McS,(M)                     PrOmega
pl"7  pSP73のMCSをpMWH9のMCSに挿入,Apr,McS,C)本研究
pVA838  Cmr,Emr,00,E ttF‐Sゅね"∝“
属のシャトルベクター Macrinaら(1982)
pSK6   Apr,MT8148株CA‐G ase遺伝子を含む卵cI,Sp■I断片
をpMWH9に挿入したもの,c) 本研究
⇒MCS,マルチクローニングサイト:c),低コピー数;(M),中等度コピー数:Apr,ァンピシリン耐性;Cmr,ク
ロラムフェニコール耐性;Emr,ェリスロマイシン耐性.
Esd'cI“fa co″DH5α l床αifc Technologies,Inc.,Gainthersburg,Md.,USA)およ
びJM109株(表1)は,Lu五a―Bertani[LB;1%トリプ トン のifco),0.5%酵母エキ
スのifCO),0・5%NaCl]液体培地で震盪培養し,またはこの培地に1.5%の寒天
末 (和光純薬,大阪)を添加したLB寒天培地で培養した。必要に応 じて,アン
ピシリン(Ap;和光純薬)をLB培地に最終濃度 100 Fg/mlの割合で,またエリ
スロマイシンcm;和光純薬)をE coffの場合には500 Fg/mlの濃度で,および
s muransには10 Fg/mlの濃度で添加したものを選択培地として用いた。
2.使用プラスミドとその構築
プラスミドpMWH8およびpMWH9(表1)はニツポンジーン(東京)から,
各種制限酵素は宝酒造 (京都),東洋紡 (大阪),New England BiolabS(BeVCrly,
HpaI
NdcI
T4DNAポリメラーゼ
T4DNAリガーゼ
pSP73由来
MCS
需嗜日ξ奮肇Fi,WITテL糠肝｀
マルチクローニン州伝A〆,アンピシリン
Mass.,USA)およびニツポンジーンより購入 した。pMwH9を制限酵素 PyII Ⅱ
で切断 してracプロモーターを含むマルチクローニング部位 を除き,夏pa I,
NdcIで消化 して分離 したpSP73(Promega,Madison,Wis.,USA)由来のマルチク
ローニング部位を挿入置換 してpTF37を構築 した (図1)。DNAの制限酵素に
よる消化は,各標品に添付されている指示書に従って行つた。アガロースグル
からのDNAの回収は,DNA PREP(旭硝子,東京)を用いた。プラスミドの調
製は,沸騰法 (HolmeSとQuigley,1981)あるいはQIAGENミニカラムのiagcn,
Dusscld01l Gcmany)を用いて行った。DNAの連結はDNA Ligation Kit(宝酒造)
を用いて行い,DNAの末端の平滑化はT4DNAポリメラーゼを利用するDNA
Blunting Kit(宝酒造)を用いて実施した。その他のDNAの操作はSambr∞kら
(1989)の記述に従った。
3. CA‐GTaseのオ青製とアミノ酸分析
,mu″ns MT8148株のCA―GTaseはHamadaら(1989)の方法に従い,培養全
菌体の 8M尿素抽出物 を透析後,DEAE―Scphacel(PharmaCia LKB
Blotechnology,Uppsala,Swcden)およてバヒドロキシアパタイ ト(B10-Rad
Laboratories,Rたhmond,Calif.,USA)を用いて精製した。すなわち,101の罰『Y
液体培地(HamadaとTOrii,1978)で培養した菌体をlo mMリン酸ナトリウム
緩衝液 (NaPB;pH 6.0)で3回洗浄した。ついで,その菌体を8M尿素で 25
℃,1時間抽出した溶液を10 mM NaPB(pH 6.0)で透析後, 0%飽和硫酸アン
モニウムで塩析,濃縮した。再び同緩衝液で透析後,この粗 CA―GTascを
DEAE―Scphacclカラム(2.6x17cm, ベッド体積 90.3 ml)にかけ, 50 mMの
NaPB(pH 7.5)250 mlで洗浄した後,吸着したタンパクをo-l M NaClの直線
濃度勾配によって溶出した。各フラクシヨン(10 ml)の波長280 nmでの吸光度
(A280)とGTasc,およびフルクトシル トランスフェラーゼ (fruCtOSyltransferasc;
FTasc)の酵素活性を測定した (図2)。 GTaseを含む画分を集めて10 mM NaPB
(pH 6.0)で透析後,これをヒドロキシアパタイトカラム(l x 15 cm,ベッド体
積 H.8 ml)にかけ, 10 mM(170 ml),0.2M(90 ml),0.26M(90 ml)および0.5
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図2 S.″〃r"s MT8148株CA‐GTasc粗標品の DEAE‐Scphacclカラムクロマ トグラム.
¬町 液体培地 (10Dで培養 した菌体 を8M尿素を用いて25℃,1時間抽出 した。抽出液を
DEAE‐Scpha∝1カラム(2.6x17cm)にかけ, リン酸ナ トリウム緩衝液 (50 mM,pH 7.⊃で ,
つづぃてo_l M NaClの直線濃度勾配によって溶出 した。各 フラクシ ヨンの酵素活性 は ,
『
4C〕スクロースを用いて測定 した。●,GTase;○,Frase;¨‐,A然o;一,NaCl濃度
M(110 ml)のNaPB(pH 6.0)で段階的に溶出した。各フラクシヨン(10 ml)の
ん80と酵素活`1/■(GTase,FTasc)を測定し,GTasc活性を示す0.5 M NaPB(pH 6.
0)溶出画分を精製 CA―GTase標品とした(図3)。精製 CA―GTascのN末端アミ
ノ酸配列は気相プロテインシークエンサー(PSQ-1型,島津製作所,京都)によっ
てエ ドマン法で決定 した。アミノ酸組成は,精製 CA―GTasc(50 pmol)をH0
℃,24時間,6N塩酸で加水分解後,アミノ酸自動分析装置c-8500型,日立製
作所,東京)により,ニンヒドリン発色法で分析 した。
4.抗体の作製
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図3 S.m″rans MT8148株部分精製CA‐GTaseのヒドロキシアパタイトカラムクロマトグ
ラム. 部分精製CA―GTascをヒドロキシアパタイトカラム(1.o x 15cm)にかけ,0.01,0.2,
0.26,および0.5Mリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0)を用いて段階的に溶出した.各フラク
ションの酵素活性は,[“C]スクロースを用いて測定した。●,GTase;○,Frasc;¨‐,
A2Ю;~,NaCI濃度
精製CA―GTasc(50 μgタンパク)をFreundの完全アジュバント(Difco)と混和
し,氷冷中で超音波処理を行って油中水型乳剤を作成した。これをウサギ背部
皮下に2週間おきに3回注射 し,免疫を行った。耳介静脈より採血し,得られ
た血清を33%飽和硫酸アンモニウムで3回塩析を繰り返した後, リン酸緩衝
生理食塩水 (PBS;pH 7.2)で透析したものをウサギ抗 CA―GTasc lgG画分とし
た。抗体のタンパク定量は, ウシ血清アルブミン(BsA;Sigma Chemical Co.,St.
Louis,Miss.,USA)を標準タンパクとしてLowryら(1951)の方法に基づいて行
った。
5。 オリゴヌクレオチドプローブの調製
サザンハイプリダイゼーシヨン用のプロープとして用いるオリゴヌクレオチ
ドはDNA合成装置 (CyC10nc Plus型,MHliGcne,Milford,Mass.,USA)によりβ―
シアノエチル法で行つた。精製は高速液体クロマ トグラフィー (high―perfor―
mancc hquid chromatography;HPLC)逆相カラム(4.6x150 mm,cosmosil packed
column,ナカライテスク,京都)を用いた。
CA―GTaseのN末端アミノ酸配列からgttB遺伝子 (ShirOZaら,1987)のコドン
使用法に基づいてFK01-04を作成 した。またgrfB遺伝子の3'末端側に由来
する酉己列としてFK06を,さらにg」C遺伝子 (Uedaら,1988)の5'末端および
31末端側に相当する配列としてFK05とFK07を以下の塩基配列で作成した。
これらのオリゴヌクレオチドFK05-07はgrfBとgκ遺伝子の相同性の高い
中央領域をさけて設計した。
FK01;5:―TCAAATGAATCGAAATCCCAAAlllCr_3'
FK02;5:―AACGAGAGCAAGAGCCAGAT‐3:
FK03;5:―AATGAATCTAAGAGTCAGAT-3'
FK04;5]―AACGAGAGCAAATCTCAAAT‐3'
FK05;5:―ACTGACGACCGTCAACACGCG-3'
FK06;5:―CTGTATCTCGGTGAAGATGGT-30
FK07;5:‐AATACTATGATCCTAAl‐1lCG-3'
6.アガロース電気泳動
アガロース(ScaKem ME Agarosc,FMC BioProducts,Rockland,Maine,USA)を
0.8%になるようにTBE緩衝液 [89 mM Tris―HCl(pH 8.0),89 mMホウ酸,2m
EDTA(pH 8.0)]に加熱溶解したものを泳動用グルとして用いた。泳動用緩衝液
としてTBE緩衝液を用い,100Vで泳動を行つた。マーカーとしてλファージ
DNAを制限酵素Htt IIIで完全消化した λl珈d ⅡI(ニツポンジーン)を使用し
た。泳動後,グルを臭化エチジウム (l μg/ml;和光純薬)溶液で10-30分間染
色後,波長312 nmの紫外線でDNAのバンドを検出した。
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7.染色体 DNAの精製
Sm口
""s MT8148株
はBH液体培地に37℃,18時間培養後,遠心により菌
体 を回収 した。その菌体をlmMエテレンジアミン四酢酸 (EDTA)を含む lo
mMトリス 塩ー酸緩衝液 (pH 8.0;TE緩衝液)で洗浄遠′いした後,20%グルコー
スを含むTE緩衝液に懸濁 した。これにリゾチーム(8 mg/ml:Sigma)および
RNase A(0.3 mg/mL Boch五ngcr Mannheim GmbH,Mannheim,Gcmany)を加え37
℃,30分間反応させた。つぎに,ムタノリジン(o.25 mg/mL大日本製薬,大阪)
で 50℃,30分間, さらに, プロテイナーゼK(0.5 mg/ml;Mcrck,Darmstadt,
Gemany)で37℃,30分間処理 した.最後にN_ラウロイルサルコシン酸ナ ト
リウム(sigma)を最終濃度が2%となるように加え,37℃,15分間保温 した。
遠心により不溶物を除き,フェノール・クロロホルム(1:1,V/V)ついでクロロ
ホルムによるDNA画分の抽出を行った。さらに,エタノールを用いてDNA
を沈殿 させ,これをガラス棒 に巻き付 けて回収 した.このDNAをTE緩衝液
に溶解後,同緩衝液に透析 した。得 られた染色体DNAは波長 260 nmにおけ
る吸光度 (■260)を測定 して濃度を決定するとともに,アガロース電気泳動で
純度を調べた後,4℃で保存 した。
8.スクロース密度勾配遠心による分画
S.mu"ns MT8148株染色体DNAを制限酵素 SPc Iおよび Sp力Iで消化後,5
-20%のスクロース密度勾配 [5-20%スクロース,l M NaCl,20 mM Tris―HCl
(pH 8.0),5 mM EDTA(pH 8.0)]に重層 し,RPS65Tローター (日立工機,勝田)
を装着 したCP70超遠′さ機 (日立工機)を用いて20℃で,263,800g,3時間遠
心した。遠心後すぐに,液面より100 μlずつをマイクロチュープに分取し,‐
20℃で保存した。
9.DNAの[32P]標識によるプロープの作成
上記の各 オリゴヌクレオチ ド50 pmolに[γ-32P]ATP(～37 MBq/mmol;
Amersham,Buckinghamshirc,England)50 pmolおよびT4ポリヌクレオチ ドキナ
ーゼ (ニッポンジーン)10単位 を加え,37℃で30分間反応 させて得た [32P]ォ
リゴヌクレオチドをプロープとして用いた。また,ォリゴヌクレオチド以外の
DNAフラグメントの標識は,ランダムプライマー法を応用したDNAラベリン
グキット(宝酒造)および [α-3匂dcTP(～37 MBq/mmoL Amcrsham)を用いて添
付の指示書に従い行つた。
lo。 ブロッティング
制 限酵素 で切断 したDNA断片 をアガロース電気泳動 した後,そのグルをア
ルカ リ溶液 (1.5 M NaCl,0.5 M NaOH)に1時間,ついで中和溶液 (3 M NaCl,1
M Tris―HCl;pH 8.0)に1時間浸析 した。 このグル にナイ ロン膜 (HybOnd―N,
Amersham)を密着させ毛細管現象を利用 して,DNA断片を膜に転写 した
(SOuthCm,1975;Sambr00kら,1989)。DNAの転写されたナイロン膜は6x SSC
溶液 (0.9 M NaCl,90 mMクエン酸ナ トリウム)で洗浄後,80℃で2時間処理し
てDNAを膜上に固定した。
平板培地に培養した組換えE cO″のコロニーに対 しては,LB寒天培地上に
ナイロン膜を接着させ各コロニーを転写後,その膜をlo%sDS溶液で5分
間,アルカリ溶液で5分間,ついで中和溶液で5分問処理した。これを6x
SSC溶液で洗浄後,80℃で2時間焼き付けてコロニー中の細菌のDNAを固定
した(コロニープロツト法 ;GrunstcinとHOgness,1975)。
11.ハイブリダイゼイション
1)[∞PIオリゴヌクレオチドプロープを用いた場合
上記のナイロン膜をガラスピンに入れ,VHP溶液 [0.1%BSA(Sigma),0.1%
Ficoll-400(Phamacia),0.1%ポリビニルピロリドンK-900日光純薬),0.01%ヘパ
リン(Sigma),5x SSC]をlo ml加えて密封し,保温オープンを用いて42℃で,
10-20 rpmで回転させながら1時間以上処理してプレハイプリダイゼイシヨン
を行った。つぎに,プレハイプリダイゼイション溶液を捨て,0.05%SDSを加
えたVHP溶液に[32P]で標識したオリゴヌクレオチ ドプロープを加え,上記ガ
ラスビンをlo-20 rpmで回転させ,42℃で 1昼夜保温してハイプリダイゼイ
ションを行った。ハイプリダイゼイション後の洗浄は,このナイロン膜をo.
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05%SDSを含む2x SSC溶液 (o.3 M NaCl,30 mMクエン酸ナ トリウム)を用い
て室温で 15分間,ついで Sambrookら(1989)の記載に従って求め,各オリゴ
ヌクレオチ ドプロープに応 じた温度でこの溶液を用いて30分間洗浄した。
2)["PI DNAフラグメン トプロープを用いた場合
上記のナイロン膜 をガラスビンに入れ,50%ホルムアミド(ナカライテス
ク)を添加 したvHP溶液を用い42℃で,1時間以上プレハイプリダイゼイシ
ョンを行い,ついで上記のプレノ)イプリダイゼイション溶液に 0。2%SDSを加
えたものを用い,42℃で1昼夜ハイプリダイゼイションを行った。
ハイプリダイゼイション後の洗浄は,このナイロン膜 をo.05%SDSを添加
した2x SSC溶液 (0.3 M NaCl,30 mMクエン酸ナトリウム)を用いて室温で 15
分間,ついで0.2%SDSを添加 した0.lx SSc溶液(15 mM NaCl,1.5mMクエン
酸ナ トリウム)を用いて68℃で30分間洗浄した.
12.オートラジオグラフィー
洗浄後乾燥したナイロン膜 とX線用フィルム(RX100,富士写真フイルム,南
足柄)を-70℃,18時間接触露光させた。フィルムを現像,定着した後,結果
を検討した。
13.形質転換
1)E co″の形質転換
a)コンピテント細胞の作成  外来DNAの受容能を高めたE cο″(コンピ
テント細胞)の作成はHanahan(1983)の方法にいくつかの変更を加えて行っ
た。すなわち,E.coffを5 mlのO.5%トリプトン(Difco),2%酵母エキス
(Difco),および20 mM MgS04・7H20よりなるΨ液体培地に接種し,37℃で
一晩培養した。この菌液をloo mlのΨ 液体培地に移し,波長550 nm(■550)
で測定し濁度が0.48になるまで振盪培養した。遠心によって菌体を回収し,
40 mlのTfb I(30 mM酢酸カリウム,loo mM塩化ルビジウム,lo mM塩化カル
シウム,50 mM塩化マンガン,15%グリセロール;pH 5.8)を加え攪拌後,0℃,
5分間静置した。ついで遠′ふ後,沈澄にTfb Ⅱ[10 mM 3-(N―モルフォリノ)プ
ロパンスルフォン酸(MOPS;Sigma),75 mM塩化カルシウム,lo mM塩化ルビジ
ウム,15%グリセロール;pH 6.5]を加え,穏やかに攪拌後,0℃,15分間静置し
た。この菌液を200 plずつマイクロチュープに分注し急速凍結後,‐70℃で保
存した。
b)形質転換  プラスミドDNAの導入は,このコンピテント細胞 200 μlを
0℃, 15分間放置後,0.1-1.O μgのプラスミドDNAをカロえ, さらにO℃,30
分間静置した。つぎに42℃で1分間熱シヨックを与え,0℃,3分間冷却 し
た。800 μlのSOC液体培地[2%トリプトン(Difco),0.5%酵母エキス (Difco),
10 mM NaCl,2.5 mM KCl,20 mM MgC12,20 mM MgS04,20 mMグルコース]を
加え37℃,1時間振盪培養後,適当に希釈して抗生物質を添加したLB寒天培
地に接種し,生じた抗生物質耐性コロニーを形質転換株とした。
2)S.mυransの形質転換
,m口
"ns MT8148株
の形質転換は,LindlcrとMac五na(1986)の方法に準じて
行った。56℃,30分間熱処理して非働化したウマ血清 (Lifc Tcchnologics,Inc.)
をlo%含むTOdd Hewittプロス(Difco)にMT8148株を接種し,37℃,18時間
培養した。この 100 plを4 mlの同培地に接種 し,37℃,4時間培養後,10口g
のプラスミドDNAを加え,さらに1時間培養した。これを適当に希釈 して,
エリスロマイシン(10 μg/ml)を含むMs平板培地に播種し,形質転換株を分離
した。
14.クローニングの方法
スクロース密度勾配遠心で得られたs.“υ●■s MT8148株染色体DNA断片 と
Xtt Iおよび Sp力Iで消化 したプラス ミドベクターpMwH8あるいはpMWH9
とを連結 した。この組換えDNAをカルシウム処理によリコンピテントな状態
にした E cO″DH5α株あるいはJM109株に形質転換 した。得 られた形質転換
株からコロニーハイプリダイゼーションによって,目的の組換えEc"をスク
リーニングした。
15.組換え E co″菌体抽出物の調製
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組換えプラスミドをもつE∞日M109林さをアンピシリンを含むLB液体培地
(100 ml)で対数増殖前期になるまで培養し,最終lmMになるようにイソプロ
ピル_β―D‐チオガラクトピラノシド(IPTG;和光純薬)を加えさらに2時間振盪
した。遠′い後,菌体を5 mlのlmMフッ化フェニルメテルスルフォニル
(PMSF;Sigma)と30 mM塩化ナトリウムを含む30 mMトリスー塩酸緩衝液
(pH 7.5)に懸濁した。これを,o℃に冷却した状態で超音波発生機 (UD102型,
トミー精工,東京)を用いて最大出力で懸濁液がほとんど透明になるまで十分に
破砕後,遠心により不溶物を除き,上清を200 plずつ分注し,-20℃で保存 じ
た。凍結,融解によるタンパクの変性を防ぐため,試料は用時毎回調製 し
た。
16.SDS‐ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS‐PAGE)とウェスタンブロッ
ティング
SDS―PAGEはLacmmli(1970)の方法に準じて行った。アクリフレアミドの濃
度は分離用として7.5%,濃縮用として4.0%のグルを用いた.分子量測定用マ
ーカーとして高分子量および低分子量用電気泳動キヤリブレイションキット
(Pharmacia)を用いた。試料は2%SDS, 0.1%ブロムフェノールブルー(BPB;
和光純薬),100 mMジチオスレイトール (D「F;和光純薬),10%グリセロー
ルを含む50 mMトリスー塩酸緩衝液 (pH 6.8)中で95℃,1分間処理した。ま
た,泳動は4℃,20 mAで行い,分離 したタンパクバンドは0.25%クーマシー
プリリアントブルー R‐250(Sigma)を含むエタノール_酢酸―水(9:2:9)混液
で染色した。
ウェスタンプロッティング(BurnCttC,1981)はSDS―PAGE後,平板型転写装
置 (NA-1512型,日本エイ ドー ,東京)を用いて120 mA,2時間通電すること
によリアクリルアミドグル層からポリビニリジンジフルオライド(polyvinyli―
dinc dinuo五dq PVDD転写膜 (ImmObi10n,Nlilliporc,Bcdford,Mass.,USA)ヘタン
パ クを転写 した。このPVDF膜を3%BSAを含む PBsT(0.14 M NaClと0.o5%
Tween 20を含む50 mMリン酸緩衝液;pH 7.4)溶液中で 4℃,一晩放置 した。
ついでPBST溶液で500倍希釈したウサギ抗 CA‐GTasc lgGと室温で 1時間反
応 させ,PBST溶液で3回洗浄後,PBST溶液で 1,000倍希釈 したアルカリフ
ォスフアターゼ結合プタ抗ウサギIg抗体 (Dakopatも,Glostrup,Dcnmark)と室温
で 1時間反応 させた。さらにPBST溶液で膜 を3回,アルカリフオスファター
ゼ発色液 (100 mM NaCl,5 mM MgC12,lCICl mM T五s―H l;pH 9.5)で1回洗浄後 ,
発色基質 (0.033%リン酸 5-プロモ_4-クロロ 3ー-インドリル,o.o16%ニトロブルー
テトラゾリウム)(sambr00kら,1989)を添カロした上記のアルカリフオスファタ
ーゼ発色液を加えて発色させた.
17.酵素活性の測定
1)GTase活性
S.用口
“
Лs精製 CA―GTascおよびE cJ菌体抽出物中の組換えGTaseタンパ
クの活性は,Kogaら(1986b)の方法に従って測定した。10 plの試料を同じく
10 μlの20 mM『4c_グルコース]スクロース(1.85 GBq/mol;New England Nuclcar,
Boston,Mass.,USA)を含む0.lMリン酸カリウム緩衝液 (pH 6.0)と混和し,37
℃,1時間反応させた。この反応液を濾紙片 (lx2cm,514A,Advantc Toyo,大
阪)に吸収させ乾燥後,メタノールあるいは蒸留水で3回洗浄し,合成された
[“C]グルカン量 を液体 シンチ レーシ ョンカ ウンター (LKB―Wallac,RackBcta
1214型,Wallac Oy.,Turku,Finland)で測定 した。メタノールで洗浄後のカウン
トは全グルカン量を,また,蒸留水で洗浄後のカウントは非水溶性グルカン量
を示しているものとして算定した。
S.rnu″ns培養上清中および菌体表面上のGTasc活性は,以下のように測定
した。S.rnu″ns MT8148株をlo mlのBHI液体培地に接種し,37℃,18時間
培養した。この菌液を遠心して,培養上清と菌体に分離した。菌体は0.1%ア
ジ化ナトリウムを含むo.89%生理食塩水を用いて3回洗浄した後,同生理食塩
水 l mlに懸濁した。GTase活性は培養上清と菌体懸濁液それぞれ 10 μlを試料
として,同じく10 μlの20 mM[“C―グルコース]スクロース溶液と反応させ,
上記の方法に従って測定した。
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2)F「ase活性
10 μlの試料と20 mM[“C‐フルク トー ス]スクロース溶液 (1.85 GBq/moL Ncw
England Nuclear)を含むo.lMリン酸カリウム緩衝液 (pH 6.0)10 μlとを混和
し,37℃,1時間反応させた。この反応液を濾紙片 (lx2cm,Advantec Toyo)に
吸収させ乾燥後,メタノールで3回洗浄し,合成された [“C]フルクタン量を
液体シンテレーションカウンターで測定した。
18.GTaseに対する抗 CA―GTase抗体の影響
Sm口
"″
s精製 CA―GTaseあるいはE cO万組換えCA―GTaseをウサギ抗 CA―
GTasc抗体 (0-l mgタンパク/ml)と混和 し,37℃で30分間保温した。ついで,
最終濃度 10 mM[“C―グルコース]スクロース溶液と37℃,1時間反応させ,上
記の方法に従ってGTase活性を測定した(Hamadaら,1991)。
19.エリスロマイシン耐性遺伝子の挿入によるGttase欠損株の作成
srreprοcOccus属とE cο′fのシャトルベクターであるpVA838(Macrinaら,
1982)を制限酵素 Cra I,層記 ⅡIで消化してエリスロマイシン耐性遺伝子(Emr)
を含む 1.6 kbの断片を得た。また,CA―GTase遺伝子を含むプラスミドpSK6
の CA‐GTase遺伝子中のMfu Iサイトを切断した。Em=遺伝子の断片および線
状pSK6はDNA Bhnting Kit(宝酒造)を用いてDNAの末端を平滑化し,両者
を連結し,プラスミドpSK8を得た。ついで,pSK8をKP″Iで切断した後,S
mu“ns MT8148株に形質転換した。形質転換株をEmを含むMS平板培地に播
種 し,嫌気的に37℃,48時間培養した。生 じたEm耐性コロニーを再度Em
を含むMS平板培地に接種し,純培養であることを確認した。
染色体DNA中にEm=遺伝子が挿入されていることを確認するため,得られ
た変異株の染色体DNAを抽出し,これらDNAを制限酵素PsrI,Sac Iで消化
した,ついで,[α-32P]dcTP(～37 MBq/mmol;Amcrsham)で標識 したE可遺伝
子をプロープとしてサザンハイプリダイゼイシヨンを行った 。
20.スクロース依存性平滑面付着能
s mυ
"nsを
1%スクロースを含むBHI液体培地 3 ml入りの試験管 (13x100
mm,Coming lnc.,Coming,N.Y.,USA)に接種し,水平面に対して 30°傾斜させ
て,37℃,18時間培養した。培養菌体とグルカンのガラス管壁への付着能は
Kogaら(1986b)の方法に改変を加え,下記のように行った。培養試験管を3
回転させ移した液を画分A,さらにこの試験管に蒸留水 3 mlを加え3回転さ
せて得た洗浄液を画分B,ついで蒸留水 3 mlを加えボルテックスミキサーで3
秒間攪拌し除いた液を画分C,および培養試験管に強固に付着した菌体に蒸留
水 3 mlを加え超音波発生機 (Handy SOnic UR-20P型,トミー精工)を用いて付着
菌体を完全に剥離したものを画分Dとした.各画分のス550での濁度を求め,
D/(A+B+C+D)の%比率を被験菌株の付着率とした.
21.菌体疎水性
被験菌の菌体疎水性は,ヘキサデカン法 (Rosenbcrgら,1980)および硫酸ア
ンモニウム法 (Fives‐TaylorとThompson,1985)で測定した。ヘキサデカン法は
凍結乾燥菌体をo.52 mg/mlの濃度になるようにPUM緩衝液(30 mM尿素,0.8
mM硫酸マグネシウムを含むリン酸カリウム緩衝液;pH 7.1)に懸濁し,同緩衝
液 3 mlを試験管 (13x100 mm,Corning)に分注し,″―ヘキサデカン(東京化
成,東京)200 μlを加えボルテックスミキサーで1分間混和 した。室温で15分
間静置後,水層のス550を測定し,ヘキサデカン非添加時の4550に対する比率
から,ヘキサデカン層に移動した菌量の%比率を求めた。また,後者の方法
では,凍結乾燥菌体をo.52 mg/mlの濃度になるように2mMリン酸カリウム緩
衝液 (pH 6.8)に懸濁し,その30 μlを等量のO.2から4Mの硫酸アンモニウム
を含む同緩衝液と共に96穴U底マルチタイタープレート(MiCrOTest III,Bccton
Dickinson,Oxnard,Calif.,USA)中で2分間混和 した。可視光イルミネーターを
用いて凝集の有無を観察し,菌体疎水性は凝集の生じた最小の硫酸アンモニウ
ム濃度で表した。
21.推計学的手法
測定結果は必要に応 じて,市原 (1990)の記載に従ってStudcntのr検定を行
い,各群間の有意差の有無を検討した。
結 果
1.アミノ酸分析
,m口
"ns MT8148株
精製 CA―GTaseのN末端ア ミノ酸配列は,Asp―Scr‐Asn―
Glu―Scr―Lys―Scr―Gln‐Ile‐Ser―Asn―Aspと決定 した。CA―GTaseのアミノ酸組成 は
GS-5株gム8,g4κ遺伝子 (ShirOZaら,1987;Ucdaら,1988)のDNA配列か ら推
定したアミノ酸組成と比較した結果,これらはいずれも親水性のポリペプチド
組成を有し,類似のアミノ酸組成を示すことが明らかにされた(表2)。
表2 S.“υ″ns MT8148株精製CA―GTascのアミノ酸組成
およびGS-5株grぉ,メκ遺伝子の推定アミノ酸組成の比較
%アミノ酸組成  %推定アミノ酸組成
の実測値      GS-5株
アミノ酸    CA―GTasc→      gβり   gκ。
Asx
Thr
Scr
GIx
Pro
Gly
Ala
Val
Met
lle
Lcu
Tyr
Phc
Lys
His
Trp
Cys
Arg
16.8
6.6
5.8
10.0
2.6
9.0
8.6
6.7
1.5
4.9
6.2
6.4
4.0
4.9
1.7
N.D.。
N.D.
4.7
15.1
8.3
7.0
8.2
3.1
6.8
8.6
6.9
1.6
4.6
7.0
5.4
3.9
6.6
1.6
1.2
0.0
4.0
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
a)MT8148株精製 CA‐GTase(50 pmoりを 110℃,24時間,6N塩酸で加
水分解後,アミノ酸自動分析装置を用いてエンヒドリン発色法により
測定した。
b)ShirOzaら(1987)の報告より推定 したアミノ酸配列からGly‐34まで
のシグナルベプチドを除いたGTase‐I
c)Uedaら(1988)の報告 より推定 したアミノ酸酉己列からSer_34までの
シグナルペプチ ドを除いたGTase―SI
d)検出されなかった
2.CA‐GTase遺伝子のクローニング
まず,オリゴヌクレオチドプロープFK01-04を用いて,S.m口rans MT8148
株DNAのサザンプロット分析を行った。その結果,FK01-04のうちFK01
が,S.InJ″s MT8148株染色体DNAと最も強 く反応したのでこのFK01を以
後のスクリーニングのプロープとして用いた。MT8148株染色体DNAを制限
酵素 Spc Iとsp力Iで消化し,スクロース密度勾配遠′き,ついでアガロース電気
泳動により分子量の異なるDNA断片に分画した。各画分に対してFK01をプ
ロープとしてサザンプロティングを行い,陽性反応を示す画分をcA―GTase遺
伝子のクローニングに用いた。この画分をsp力Iとxba Iで消化したプラスミ
ドベクターpMWH9と連結後,Ec"DH5 α株に形質転換した。コロニーブ
ロッティングにより約 5,000個の組換えE cο″をスクリーニングし,32個の
陽`性クローンを得た。これらのクローンからプラスミドDNAを抽出し,Kpn I
とSp力Iで消化後,アガロース電気泳動を行った。その結果,いずれのクロー
ンも5.6 kbのフラグメントがpMWH9に挿入されていることが明らかになっ
‐10123
:        l        !        l        l
6 kb
|
?
?
pMWH9由来
racプロモーター
FK01
P BIIノ H
????
?
?
pSK6
BKE
CSpe1/XbaI)
FK05 FK07
16
ハθυ I             Sph I
図4 pSK6およびpSK16の挿入断片制限酵素地図.太い矢印はpMWH8およびpMwl19
に存在するねcプロモーターの方向を示す.B,B″H LBH,3gFIL E,EcoR L H,題d IIL K,
4,″I;P,PSrL s,saCI.オリゴヌクレオチ ドプロープoK01,05,06,07)はその認識部位を矢
EP(→)で示す。 国 ,CA‐GTase遺伝子;国,grc'遺伝子
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らのプラスミドのうち1つを選びpSK6と命名した。このpSK6の制限酵素地図
(図4)の結果は,調べた限り制限酵素部位がGS-5株grおのそれと一致した。
3.grfC相当遺伝子のクローニング
pSK6の挿入断片がMT8148株染色体DNA上に存在するか否かを確認する
ためpSK6をプロープとして,サザンハイプリダイゼイシヨンを行ったとこ
ろ,SPc IとSp力Iで消化 した染色体DNAとハイプリツドを形成する5.6 kbと
4.7 kbの断片が存在 した (図5)。GS‐5株grfBとgικ 遺伝子はその中央領域で
高い相同性を示す (Uedaら,1988)ため,この4.7 kb断片はg演]に相当する遺
伝子である可能性が示唆された。そこで,gr3とgrFCに98%の相同性をもつ
講 講
23.l kbレ
9.4 kbレ
6.6 kbト
4.4 kbレ
‐ ‐ ― ● 菫 韓‐
2.3 kbレ
2.O kbト
プロープ:  FK01    FK06    FK05   FK07  pSK6 pSK16
論維 等簿e3鳴 5m 3鳴
図5 S.m●rans MT8148株染色体DNAと組換えプラスミドpSK6,pSK16のサザンプロッ
ト分析.染色体DNAはゎcI,Sp力Iで消化 した.pSK6およびpSK16はゅ ″I,Sp力Iで消
化 した.試料を0.8%アガロース電気泳動後,ナイロン膜に転写 した。ナイロン膜を適当
に切断し,それぞれ『
2P〕で標識した特異的オリゴヌクレオチ ドプロープあるいはpSK6,
pSK16を用いてハイプダイゼイシヨンを行 つた.
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伝子である可能性が示唆された。そこで,grおとgκに98%の相同性をもつ
1.6 kbのB"HI断片 (Uedaら,1988)をプロープとして用いてこの遺伝子のク
ローニングを行った。CA―GTasc遺伝子のクローニングの場合と同様にDNA
ライプラリーを作成し,pSK6より分離した 1.6 kbのBamH I断片を[32P]で標
識したプロープを用いてコロニーサザンハイプリダイゼイションを行った。
得られた陽性クローンのプラスミドDNAを分離し,Kpn Iとsph Iで消化して
アガロース電気泳動により挿入断片を分析 した.約半数のクローンは4.7 kb
の挿入断片を保持し,残りのクローンはpSK6の挿入断片に相当する5.6 kbの
断片を有していた。これら4.7 kbの挿入断片を持つクローンの1つをpSK14
と命名した。pSK14の制限酵素地図によると,EcoR IサイトがpSK14に存在
しないことを除いてGS-5株のgttCのそれと一致した。また,grfcの制限酵素
地図 (Uedaら,1988)との比較により,このpSK14の挿入断片の翻訳方向は
pMW H9のもつラク トー ス(fac)プロモーターの反対向きであると考えられ
た。このことは,以後の組換えタンパク発現時にFacプロモーターを利用でき
ない点で不利であると考えられるので,pSK 14の4.7 kb挿入断片を杓叩Iと
Sph Iで切り出し,マルチクローニングサイトのみがpMWH9と反ヌ寸向きであ
るプラスミドベクターpMWH8にサプクローニングした。得られたプラスミ
ドDNAをpSK16と命名し,その制限酵素地図 (図4)を作製した。
4.psK6およびpSK16のサザンブロット分析
pSK6はFK01とともにgβの31末端部のオリゴヌクレオチ ドプロープであ
るFK06ともハイプリツドを形成した (図5)。 この結果から,pSK6挿入遺伝
子即ち,CA―GTasc遺伝子はgβと極めて相同性の高いものであることが示唆
された。一方,pSK16はプロープFK05(grFCの5'末端部を認識)およびFK07
(grFCの3末端部)とハイプリッドを形成し(図5),この結果からpSK16挿入断
片はgrFCにほぼオロ当する遺伝子 (grfc′)であることが示唆された。
5。 CA―Gttase遺伝子‐grrc'遺伝子のクローニング
プラスミドpTF37をBgF ⅡとシわIで切断し,同様にBノⅡとシカIで消化
したMT8148株染色体DNAと連結して得られた組換えプラスミドをEc」に
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名した。その制限酵素地図を作製した結果が図6に示されている。
6.E co〃組換えGTaseの発現
GTase遺伝子を挿入断片としてもつキメラプラスミドがE coliDH5 α株を宿
主とした場合,E coガ中で合成された組換えタンパクはプロテアーゼの影響を
受け,容易に分解されることが半J明した。そこで, ねcリプレッサータンパク
を過剰に産生させる遺伝子であるfaclqを持つEc」JM109株を宿主として以
後の実験を行った。JMlo9(pSK6)およびJM 109(pSK16)が産生する組換え
GTaseのウェスタンプロティングのパターン(図7)を比較すると,JM lo9
(pSK6)菌体抽出物はウサギ抗 CA―GTase抗体が 162 kDaタンパクとほぼ特異的
に,かつ強力に反応するのに対して,JM109(pSK16)菌体抽出物は,152 kDa
の主要なバンド以外に138 kDa,H5kDa,96 kDaの中等度の反応性を示すバン
ドが観察された。
7.組換えGTaseの性状
E co″組換えGTaseおよびs.m口
"ns精
製 CA‐GTascのGTase活性を表3に
示す。JM109(PSK6)菌体抽出物は高いGTase活性をもち,全グルカン産生量
の 95。7%がIGより成ることが示され,CA―GTasc産生グルカンの99.5%がIG
表3 pSK6およびpSK16遺伝子産物のグ,レカン合成能
『
4c]グルカン量。(cPm)
非水溶性グルカン 全グルカン
1湘:[帯尊ヤぽ贔液
精製 CA―GTase
2584 4  22bl
356 4  12
47 ±   9
3604 ± 284
2695± 70
411±12
45±  6
3621 ± 46
の10 μlのJM109株溶菌液および精製CA‐GTaseを10 μlの20 mM[“C‐グル
コース]スクロース(1.85 GBq/m01)と反応させ,蒸留水で洗浄して非水溶性
グルカンを,メタノールで洗浄 して全グルカンを測定 した.生成グルカン
のカウントは,濾紙に残存 した『・C]グルカンの放射活性を液体シンテレー
ションカウンターで測定 した。
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とする所見とよく一致した。これに対して,」Mlo9(pSK16)はJM109(pSK6)と
比較して,約1/7倍の活性しか示さなかった。非水溶性グルカンの全グルカ
ンに対する割合も84.4%でJM109(pSK6)よりも低い値であった。
また,pSK6組換えGTaseおよび精製 CA―GTascは,抗CA―GTase抗体によ
りほぼ同じようにグルカン合成能が阻害された(図8)。
8.Em′遺伝子挿入変異株の性状
組換えプラスミドpSK6のCA‐GTase遺伝子にpVA838由来のEmr遺伝子を
0.5
抗CA―GTasc抗体 (mg/ml)
図8 S.m〃ねns精製CA‐GTaseおよびE co″pSK6組換えGTaseのグルカン合成能に及ぼ
す抗 CA‐GTasc抗体の抑制効果.精製CA‐GTase(●)およびpSK6組換えGTasc(○)は抗
CA‐GTasc抗体と37℃,30分間反応させた.その後,基質である『4c_グルコース〕スクロースと反応後,生じた〔“C〕グルカンを放射能測定により定量した。縦軸は抗CA‐GTase
抗体を加えないときを100%とし,その対照に対する値を示す。
??
?
?
?
??
?
?
?
?。
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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1.00.0
挿入 し,新たな組換えプラスミドpSK8を得た。pSK8は大腸菌由来のクロー
ニングベクターであるpMWH9を起源としており,また,制限酵素KpnIによ
って切断されて線状になり,,rnυ″ns中では複製することができない。pSK8
をS.“u″ns MT8148株に形質転換すると,Emf遺伝子が挿入されたpSK8の
CA―GTasc遺伝子とMT8148株染色体DNA中の正常のCA―GTase遺伝子との間
で相同遺伝子組換えが起き,形質転換株はEm耐性を獲得し,同時にGTase遺
力[r」ⅡI
cra I
師πi ΠI
T4DNAポリメラーゼ
T4DNAリガーゼ
KpaI     十
KpЛ I  KPaI
X   X形質転換MT8148株
染色体 DN繹″″″″に======コ四Z
Emr形質転換株   十
図9 エリスロマイシン耐性遺伝子の挿入によるCA‐GTasc欠損株の作成。一 ,プラス
ミドベクター:□,CA‐GTase遺伝子;■,E♂遺伝子;圏,MT8148株染色体DNA
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半部が欠落し,その間にEm=遺伝子が挿入されていることが明らかにされた。
8.GTase欠損株の性状
GTase欠損株の培養上清中および菌体表層上のGTase活性 (図13)に関し
て,親株であるMT8148株と比較して,S2株,R4株,およびS5株はいずれ
も有意に(Pく0.∞1)活性が低かった。特に,cA―GTascおよびgtC'遺伝子が不
活化されたS5株は,ほとんどIGを合成しなかった。また,スクロース依存性
付着能について,3つのGTase欠損株は親株に比べて有意に(P<0.001)付着能
が低下した(図14)。しかし,S2株の付着率は34%と他の2つの変異株よりや
や高く,MT8148株のそれは約 1/2の値を示した.一方,これらの菌株の菌体
疎水性をヘキサデカン法と硫安法を用いて検討した結果,親株と3つの変異株
との間に有意差は認められなかった(表4).
表4 MT8148株およびその変異株の菌体疎水性
ヘキサデカン法→
疎水性(%)
(平均値士標準偏差)
硫安法り
硫安濃度
(M)
S2奉糧
R4株
S5株
MT8148株
27.8士
27.1 ±
27.2土
26.7 土
2.0
2.0
5.6
3.6
1.1
1.1
1.1
1.1
a)菌体懸濁液3 mlにヘキサデカン200,1を加え,ボルテックスミ
キサーで混和した.水層からヘキサデカン層へ移動した菌量を全菌
量に対する%比率で表した。
b)菌体懸濁液を最終濃度0.1から2.OMの硫酸アンモニウム溶液と
混和 し,凝集を生じた最小硫安濃度を示した。
培養上清 献 器 :
S2  -  +
R4 +  ―
S5 -  …
親株+ +
1000        500         0
(Cpm)
0     500        1000
(Cpm)
図13 ,m″rarls MT8148株およびその変異株の培養上清と菌体表層のGTase活性.培
養上清(10 μl培養分)と菌体抽出GTase(100 μl培養分)を[`c‐グルコース]スクロー
スと反応させ,メタノールで洗浄後,濾紙に残った[`C]グルカンの放射活性を液体
シンチレーションカウンターで測定した。□ ,非水溶性グルカン;■,全グルカン.各値
は平均値 士標準偏差を示す。
菌株服T
S2  -  +
R4  + ―
親株 ++
0    20    40    60    80
付着率 ∽ )
図14 S.m″rarls MT8 148株およびその変異株のスクロース依存性平滑面付着能.被験菌を
1%スクロースを含むBHI液体培地に接種し,試験管を水平面に対して30・傾斜させて
37℃,18時間培養した。付着率は,ボルテックスミキサーによる攪拌でも残存する強固
な付着菌体の,全菌量に対する%比率として求めた。各値は平均値 土標準偏差を示す.
菌体表層
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考 察
S。ロロ
“
nsは,スクロース非依存性および依存性作用によって歯面に付着す
る。前者のメカニズムは,静電気的, レクチン様,あるいは疎水性相互作用や
水素結合によるものとされる(Gibbons,1984)。一方,後者のメカニズムはスク
ロースからGTascによって非水溶`隆グルカンをごc″οvοに合成することによ
り,不可逆的に生育菌体が歯面へ付着するものであるmamadaとslade,1980)
そこで,S.“u″nsのスクロース依存性付着機能を探る目的で,本研究では,
mv″ns MT8148株CA―GTase遺伝子のクローニングを行い,得られた遺伝子を
分子生物学的手法を駆使して操作した結果,いくつかの形質転換株あるいは
GTase遺伝子の修飾変異株を分離し,それらの性状を分析 して興味ある知見を
得ることができた.
精製 CA―GTascのN末端アミノ酸配列の分析で得た Asp―Scr―Asn―Glu―Scr―
Lys―Ser―Gln‐Ile―Ser‐Asn―Aspの12残基はGS-5株grぉ遺伝子の塩基配列 (Ucda
ら,1988)から推定されるアミノ酸配列のAsp-39からAsp-50と一致する。これ
らの結果から示唆されるシグナル配列切断部位はAla-38とAsp-39の間にな
る。また,塩基配列が報告されている他のGTascにはg紹遺伝子の上記のア
ミノ酸配列に相当するものは認められていない。gβ遺伝子の推定アミノ酸配
列においてGly-34とLcu-35の間をシグナル配列切断部位であるとする報告
(ShirOZaら,1987)と今回得られた結果とは異なる.ところが,シグナルペプチ
ドはアラエンのカルボキシ側で切断 されるという報告 (Emrら,1980;
Hollingsheadら,1986;Vlasukら,1983)や,S.“υ″″Sの菌体表層タンパクであ
るPAcはAla-38とAsp-39の間でシグナルペプチ ドが切断されるとの結果
(Okahashiら,1989),あるいは,サル由来のミュータンスレンサ球菌の1種で
あるSo dOttθf MFe28株(血清型力)のGTasc―IはAla-38とAsp-39の間で,同
株のGTasc―SはAla-37とAsp-38の間でシグナルペプチ ドが切断されるとの報
告 (Ferrcttiら,1987;Gllmorcら,1990)を併せて考えると,cA―GTaseのシグナ
ル配列切断部位はAla-38とAsp-39間であるようにみえる。
,m口ιtts MT8148株のCA―GTaseアミノ酸組成の実測値をs.“口″″sGS-5株
g18およびg右だの推定アミノ酸組成の理論値と比較すると(表2),CA―GTase
はgょお,grFC遺伝子に支配されるタンパクと極めて類似性に高い組成で,こ
れらはいずれも親水性のペプチドであることを示している。
当初,CA‐GTase遺伝子のクローニングの戦略 として筆者は高コピー数のベ
クターであるpUC19を用い,ウサギ抗 CA―GTase抗体 によるイムノスクリー
ニングを繰 り返 し行つた。しかしながら,50,000個以上の形質転換株をスク
リーニングしてもなお,陽性クローンを得ることができなかった。この時点
では陽性クローンが得 られなかった理由として,抗原である組換えCA―GTasc
タンパクの発現量少な く,その結果抗原抗体反応が弱いためであると考え
た。
そこで,この難点を解消する目的でより感度の高いサザ ンハイプリダイゼ
イションを試みた。CA―GTaseのN末端アミノ酸配列に基づいて作成 したオリ
ゴヌ ク レオチ ドFK01をプロープ と して MT8148株染 色体 DNAのサザ ンプ ロ
ットを行い,その陽性画分を挿入断片として高コピー数のプラスミドベクタ
ーpUC19および中等度のコピー数のベクターであるpBR322を用いてライブ
ラリーを作成し,それぞれ10,000コロニーをスクリーニングしたが,陽性ク
ローンを得ることはできなかった。これらの結果は,CA―GTase遺伝子を挿入
断片とするプラスミドを保有する大腸菌は増殖できず, コロニーを形成する
には至らないことを示唆している。この原因として,CA―GTase遺伝子が支配
するタンパクが大腸菌内で産生された場合,宿主の大腸菌にとっては毒性が
あり,その結果,増殖が困難になることが考えられる.このように,異種の
菌種由来のタンパクが大腸菌にとって有害に働き,クローニングを困難にし
ている現象は,Porp■yrOmοnasノηgiva″Sの線毛遺伝子 (Dickinsonら,1988:藤
原卓,私信)やNeお
“
鹿 ″nOrrhοcacの外膜タンパク遺伝子 (藤原,私信)などで
しばしば見受けられる。
以上の諸問題点を克服する方策として,組換えタンパクの発現を低レベル
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にとどめるようなベクターを用いればクローニングが可能になるのではないか
との仮説が成立する。ベクターとしてプラスミドを用いる場合,組換えタンパ
クの発現量はそのコピー数によって左右される。そこで,組換えCA―GTaseの
大腸菌における発現量を低下させるため,低コピー数のプラスミドベクターで
あるpMWH9を用いてライプラリーを作成した。5,000個の形質転換株をスク
リーニングすると32個の陽性クローンを得ることができた。このpMWH9は
pSC101 masunumaとekiguchi,1977)をもとに構成されたプラスミドであり大腸
菌中でのコピー数は5個以下と報告されている(ニッポンジーン遺伝子工学総
合カタログ,1992)。LB寒天培地上でのCA―GTase遺伝子を含むE.c″DH5α
株は,ベクターのみをもつ大腸菌に比べて生育がやや遅いこと,facr qをもつ
JM109株の方がこれをもたないDH5α株を宿主とするよりもキメラプラスミ
ドが安定すること, さらにまたpMWH9よりねcプロモーターを除いたプラス
ミドpTF37をベクターとしてサブクローニングしたクローンはさらに安定で
あること(結果は示していない)などの結果より,組換えCA―GTaseが大腸菌に
とつて有害なタンパクであり,このことがクローニングベクターとしてpUc19
およびpBR322を用いたクローニングが成功しなかった原因と考えられる。
得られたcA―GTase遺伝子 (図4)とGS-5株のgヵ田遺伝子oedaら,1988)の
制限酵素サイ トは調べた限りにおいて一致した。また,サザンプロット分析
(図5)からCA―GTase遺伝子はg`8遺伝子の3'末端を特異的に認識するプロー
プFK06と5.6 kbでハイプリッドを形成 した。この結果はMT8148株CA―
GTase遺伝子とGS‐5株gιお 遺伝子が極めてホモロジーの高いことを示唆して
いる。
S.mu"nsは菌株によってgr遺伝子の制限酵素切断部位が異なるという多様
性を示し(Chiaら,1991),また S.mu″ns染色体DNA上でgι8とgκ遺伝
子間で相同遺伝子組換えが起こる結果,両遺伝子がgttCの形で融合した菌株
が報告されている(ucdaとKuramitsu,1988;Yarnashitaら,1992)。MT8148株は
GS-5株と同様にgrBとgrFC遺伝子が前後一列に並んでいるタイプであること
は,両遺伝子がつながったプラスミドを分離し,制限酵素を用いて分析する
ことにより明らかになった(図6)。 このCA―GTase遺伝子とg」C'遺伝子をも
つ大腸菌は生育が非常に遅くコロニーの形成には36-48時間を要し,この組
換えプラスミドは挿入断片の欠失が非常に起こりやすかつた。前者の原因は
CA―GTasc遺伝子とgrFC'遺伝子の産生する組換えタンパクが大腸菌の細胞機
能に対して阻害的に働 くためだと考えられる。後者の原因として,2つの遺伝
子間で相同遺伝子組換えが生じ,その結果,合成される組換えGTaseタンパ
クの毒性が低下することで,宿主大腸菌の生育にとって組換えタンパクは許
容範囲内になると推定される。このように組換えプラスミドの欠失を受けた
形質転換株が,CA‐GTase遺伝子とgrFC`遺伝子をもつ大腸菌よりもより優位
に生育すると考えられる。
ウェスタンプロット分析の結果 (図7)より,CA―GTasc遺伝子を有する
pSK6遺伝子産物は,MT8148株精製 CA―GTascの分子量 156,000よりもやや
大きい 162,000の位置で1本のバンドを形成 した。この分子量の大きさの相
違は,試料である遺伝子産物が大腸菌の菌体を超音波で破砕抽出して得られ
たものであり,組換えタンパクのシグナルペプチ ドが切断されていない状態
で分離された可能性がある。また,grFC′遺伝子を有するpSK16遺伝子産物
は,ウサギ抗 CA―GTase抗体と4本のバンドを形成した。これはCS-5株にお
いてgr8とgrκ遺伝子は互いに相同性が高いとする報告 (Ucdaら,1988)から
考えて,同様にMT8148株のCA―GTase遺伝子とgrFC'遺伝子も互いに相同性
が高く,ポリクローンのウサギ抗CA―GTasc抗体ではpSK6とpSK16遺伝子産
物を区別できないことを示唆している。
組換えE corFの菌体破砕物についてGTasc活性を測定したところ,pSK6遺
伝子産物が高いGTase活性を示すのに対して,pSK16遺伝子産物は 1/7の活性
しか示さなかった(表3)。 これはPSK16の組換えGTascが, ウェスタンプロ
ット分析 (図5)の結果に示されているように大腸菌のプロテアーゼの影響を受
けやすいためか,あるいはこの酵素のGTasc活性が本質的に低いためと推測
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される。これに関連して注目すべきことは,3 mu″nsからこれまでにgκ遺
伝子が支配するGTasc(G■℃:)タンパクが活性な状態で分離・精製されていな
いことである。その理由としては,このGTascタンパクの発現量が低いのか,
あるいはタンパクが発現しているにもかかわらず同GTaseの活′性が,もしある
としても天然の状態では極めて低い可能性が考えられる。また,pSK6組換え
GTaseおよび精製 CA‐GTaseはともに,IGの全グルカンに占める比率が95%
以上と極めて高く(表3),抗CA‐GTase抗体による酵素活性の阻害作用も互い
に類似 している点 (図8)からも,組換えCA―GTascはs.“urans由来の CA‐
GTascの性状をよく反映しているといえる。
ニトロソグアニジンを用いて作成したS.“口″″sのGTasc欠損変異株が,MS
平板培地上でスムーズ型のコロニーを示すことが報告 されている(Kogaら,
1986a;南,1991)。一方,S.“υ″Лs GS-5株のgrおあるいは,grFC遺伝子に
Em′遺伝子を挿入することにより不活化するとコロニー形態がラフからスムー
ズヘと変化する(Aokiら,1986;HanadaとKuramitsu,1988)。また,E cοff_
sreprOcοc uS属のシャトルベクターにGS-5株由来のgrfB,grFC遺伝子を挿入
し,これらキメラプラスミドをGTascを産生しないsrcprOcOcc口s mmeriに形質
転換したところ,grFC遺伝子を導入したS.mf〃cI変異株のMS寒天培地上で
のコロニー形態は親株と同様にスムーズ型であったが,grB遺伝子を挿入した
変異株はS.muねns様のラフ型を示すσukushimaら,1992)。これらの報告は本
実験の結果 (図10)とよく一致しており,特定のGTaseをコードする遺伝子は
S.mu“nsの特徴的なラフ型のコロニー形態に深く関与していることを示唆し
ている。
変異株の培養上清および菌体表層のGTasc活性は親株であるMT8148株に比
べて有意に低下した。BHI液体培地で S.murans MT8148株を培養すると,
grFC'遺伝子によって支配されるGTFC:タンパクは天然の CA―GTascと同様
に,培養上清中とともに菌体表層にも発現することが明らかになった。また,
CA―GTaseとG■℃:タンパクを産生しないS5株はGTase活′性が非常に僣iく ,
とくに非水溶性グルカンをほとんど合成しなかった (図13)。同実験系にデキ
ス トランT10(20μM)をプライマーとして加えても,s5株の培養上清および
菌体表層のIG合成量は増加しなかった(結果は示していない)。 これらの結果
から考えて,,“口
"nsに
はCA―GTaseおよびgムだ′遺伝子以外にIGを合成す
る未知のGTasc遺伝子が存在する可能性は低いと考えられる。Munroら
(1991)はgttB,grFC,およびgrD遺伝子にEmf遺伝子を挿入した変異株を作
成 し,この株がほとんど完全にGTase活性を失ったことを報告している。こ
のことから,s5株の示すわずかなGTasc活性は,glの遺伝子によって支配さ
れるGTaseが合成するSGによるものであると考えられる。
,sοレFnusの産生するIG合成GTaseであるGTasc―IのC末端側の繰 り返し
構造がグルカン結合部位であり(Ferrettiら,1987;Wongら,1990),また,
GTasc―IのN末端側 アミノ酸の1,100残基はスクロース開裂部位である(Abo
ら,1991)と報告されている。さらに,S sοレfЛus GTasc―IのAsp-450がスクロ
ース結合に関与しているという報告もある(M00sCrら,1991)。S.“uransの
g自田遺伝子が支配するGTasc―IはS sοレあ」sのように詳細に研究されているわ
けではないが,Asp‐456がスクロース結合を,c末端側の繰 り返し構造がスク
ラーゼ活性とGTasc活性を担っていることが示唆されている(RusscH,1990;
KatoとKuramitsu,1991;Kuramitsuら,1991)。これらの報告によると,s2
株,R4株,およびS5株gr遺伝子のM′」Iサイトの上流までの 1,060アミノ
酸残基は合成されるので,スクロース結合能を保持している可能性がある。
しかし, pSK8の遺伝子産物およびS5株とウサギ抗 CA―GTasc抗体 との非常
に低い反応性 (結果は示していない)を考慮すると,3つの変異株の産生する修
飾を受けたGTaseタンパクの3次構造は変化 している可能性が高い。これに
よって,本来示すはずのスクロース結合能は発現されていないと考えられ
る。また,s.m〃c″中でg出,あるいはgκ遺伝子を発現させ,これらの形
質転換株の平滑面へのスクロース依存性付着能を検討した結果,grFC遺伝子
を導入 したS.mfff籠はガラス管壁に付着したと報告されている(Fukushima
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ら,1992)。以上の所見と図 14の結果から,スクロース依存性付着には CA‐
GTasc遺伝子とgLに'遺伝子によって制御される2つGTaseの共存が不可欠であ
り,なかでも相対的に酵素活性の低いGTaseを支配するg」C′遺伝子がより密
接に関与している可能性が示唆された。
Sm口″屋菌体表層の190 kDaのタンパク抗原は菌体の疎水性に深く関与して
おり,このタンパク抗原の遺伝子を不活化された菌株は親水性を示すと報告さ
れている(okahaShiら,1989;Kogaら,1990)。しかし,3つのGTasc変異株の
菌体疎水性は,2種類の方法を用いて検討したが有意差は示されなかった (表
4)。 この結果より,CA―GTase遺伝子 とgrFC′遺伝子によって制御 される s.
“
urans菌体表層のGTascタンパクは,菌体の疎水性にはほとんど関わってい
ないことが示唆された。
最近,Fukushimaら(1993)はμ8,grFC遺伝子産物を特異的に認識するモノ
クローナル抗体を用い,菌の増殖過程 と菌体表層,培養上清中のgrお,grFC
遺伝子産物の局在について報告している。しかしながら,CA―GTaseの局在や
菌体との結合様式はいまだに不明であり,今後の重要な研究課題であると考え
られる。本研究で得られた組換えプラスミドやGTasc欠損株は,このような
GTase系の解明に有用な手段として役立つものであろう。
結 論
1.■m口
“
ns MT8148株CA―GTase遺伝子を低 コピーベクターでぁるpMWl19
を用いてクローニングを行った。
2.この遺伝子の産物は抗 CA‐GTase抗体 と反応 し,高いGTase活性を示 し
た。
3.CA‐GTase遺伝子はサザンプロット分析および制限酵素地図からGS-5株の
メ8遺伝子に極めて相同性の高いことが示唆された。
4.スクロース依存性付着には,CA―GTase遺伝子およびgιだ′遺伝子によって
制御 される2つのGTaseの共存が不可欠であり,grFC′遺伝子がより関与して
いる可能性が示唆された。
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